W09519442A1 



MicroPatent Report 



PRODUCTION OF L-ISOLEUCINE BY MEANS OF 
RECOMBINANT MICRO-ORGANISMS WITH DEREGULATED 
THREONINE DEHYDRATASE 



[71] Applicant: FORSCHUNGSZENTRUM 
JULICH GMBH; MOCKEL, 
Bettina; EGGELING, Lothar; . . . 

|72] Inventors: MOCKEL, Bettina; 
EGGEIJNG, Lothar; SAHM, 



[22] Filed: 19950109 
[43] Published: 19950720 
[30] Priority : DE P 1 9940 1 1 4 

Go to Fulltext 
[57] Abstract: 

The invention relates to processes for the microbial production of L-isoleucine. 
To this end, in a gene in vitro of a threonine dehydratase, one or more bases in 
the gene region coding the enzyme's allosteric domains is/are exchanged in such a 
way that at least one amino acid in the amino acid sequence of the allosteric 
domains of the enzyme is replaced by another so that the enzyme is no longer 
inhibited by L-isoleucine feedback. Furthermore, concrete amino acid exchanges in 
the amino acid sequence of the enzyme are effected in a gene in vitro of a 
threonine dehydratase of corynebacterium glutamicum by base exchange both outside 
and inside and outside the gene region coding the allosteric domains of the enzyme 
so that, after the transformation of such mutated threonine de hydratase genes into 
a threonine or L-isoleucine-producing host cell, the latter repeatedly forms L- 
isoleucine. 



Hermann 



[21] 



Application No.: DE9500017 



[No drawing] 



[51] 



Int'l Class: C12N0 1560 C12P01306 C12N00121 C12N00121 
C12R00115 



1 ©2005 MicroPatent, LLC 

BEST AVAILABLE COPY 



T>/^T WELT0RGAN1SATI0N FOR GEIST1GES EtGENTUM 

JL \~> X Internationales Bfiro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTUCHT NACH DEM VERTRAG tlBER DIE 

INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM GEBIET PES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Patentklassifikation 6 : 

C12N 15/60, C12P 13/06, C12N 1/21 // 
(C12N 1/21, C12R 1:15) 



Al 



(11) Internationale Veroffentlicbungsnummer: WO 95/19442 



(43) Internationales 

VerofTentlichungsdatum : 



20. Juli 1995 (20.07.95) 



(21) Internationales Aktenzeichen: 



PCT/DE95/00017 



(22) Internationales Anmeldedatum: 9. Januar 1995 (09.01.95) 



(30) Prioritatsdaten: 
P 44 00 926.7 



14. Januar 1994 (14.01.94) 



DE 



(71) Anmelder {fiir alle Bestimmungsstaaten ausser US): 

FORSCHUNGSZENTRUM JtTLICH GMBH [DE/DE]; 
Wilhelm-Johnen-Strasse, D-52425 JQlich (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fiir US)i MOCKEL, Bettina 
[DE/DE]; Westener Dorfstrasse 35, D-40591 Dttsseldorf 
(DE). EGGEUNG, Lothar [DE/DE]; Dsenkamp 6, D-52428 
JQlich (DE). SAHM, Hermann [DE/DEJ; Wendelinusstrasse 
71, D-52428 Jttlich (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: JP, US, europaisches Patent (AT, BE, 
CH, DE, DK. ES, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, FT, 
SE). 



VerSffentlicht 

Mit internationalem Recherchenbericht. 

Vor Ablaufder fiir Anderungcn der Anspriiche zugelassenen 

Frist. Verbffentlichung wird wiederholt falls Anderungcn 

eintreffen. 



(54) Title: PRODUCTION OF L-ISOLEUCINE BY MEANS OF RECOMBINANT MICRO-ORGANISMS WITH DEREGULATED 
THREONINE DEHYDRATASE 



(54) Bezeichrjung: HERSTELLUNG VON L-ISOLEUCIN MITTELS REKOMBINANTER MIKROORGANISMEN MIT DEREG- 

UUERTER THREONINDEHYDRATASE 



(57) Abstract 

The invention relates to processes for the microbial production of L-isoleucine. 
To this end, in a gene in vitro of a threonine dehydratase, one or more bases in the 
gene region coding the enzyme's allosteric domains is/are exchanged in such a way 
that at least one amino acid in the amino acid sequence of the allosteric domains of 
the enzyme is replaced by another so that the enzyme is no longer inhibited by L- 
isoleucine feedback. Furthermore, concrete amino acid exchanges in the amino acid 
sequence of the enzyme are effected in a gene in vitro of a threonine dehydratase of 
coryn ebacterium gluiamicum by base exchange both outside and inside and outside the 
gene region coding the allosteric domains of the enzyme so that, after the transformation 
of such mutated threonine de hydratase genes into a threonine or L-isoleucine-producing 
host cell, the latter repeatedly forms L-isoleucine. 
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Die Erfindung betrifft Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von L-Isoleucin. 
Dazu wird in einem in vitro vorliegenden Gen einer Threonindehydratase durch 
Mutation in dem fur die allosterische Domane des Enzyms kodierenden Genbereich 
ein oder mehrere Basen so ausgetauscht, daB mindestens eine Aminosaure in der 
Aminosauresequenz der allosterischen Domane des Enzyms durch eine and ere so 
ersetzt wird, daB das Enzym nicht mehr durch L-Isoleucin feed back gehemmt wird. 
Des weiteren werden in einem in vitro vorliegenden Gen einer Threonindehydratase 
aus Corynebacterium glutamicum durch Basenaustausch sowohl aufierhalb als auch 
innerhalb und ansserhalb des fur die allosterische Domane des Enzyms kodierenden 
Genbereichs konkrete Aminosaureaustausche in der Aminosauresequenz des Enzyms 
vorgenommen, so dafi nach Transformation derartmutierter Threonindehydratasegene in eine Threonin oder L-Isoleucin produzierende 
Wirt sze lie diese vermehrt L-Isoleucin bildet. 
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Beschreibung 

Herstellung von L-Isoleucin mittels rekombinanter Mi- 
kroorganismen mit deregulierter Threonindehydratase 

5 



Die Erfindung betrifft Verfahren zur mikrobiellen 
Herstellung von L-Isoleucin nach den Anspruchen 1 bis 
10, Threonindehydratasegene gemaB den Anspruchen 11 bis 
10 13, Genstrukturen nach Anspruch 14, Vektoren gemafi den 

Anspruchen 15 und 16, sowie transf ormierte Zellen nach 
den Anspriichen 17 bis 23. 

Die Aminosaure L-Isoleucin ist fiir Mensch und Tier es- 
15 sentiell. Sie findet in diatischen Lebensmitteln sowie 

als Komponente verschiedener Nahrgemische medizinischer 
Zweckbestimmung breite Verwendung . Auch wird L-Isoleu- 
cin als Zugabe oder als Reagenz in der pharmazeutischen 
und chemischen Industrie benutzt, 

20 

Fiir die Gewinnung des L-Isoleucins werden Mikroorganis- 
men eingesetzt, die diese Aminosaure ins Fermentations- 
medium ausscheiden. Dabei erfolgt die Bildung des L- 
Isoleucins nach dem in Figur 1 dargestellten 

25 Biosyntheseweg . Wie in Figur 1 ebenfalls demon- 

striert, gibt es in der Biosynthese des L-Isoleucins 
Schliisselenzyme, und zwar die Aspartkinase, Homo- 
serindehydrogenase und Threonindehydratase. Die Aktivi- 
tat der Aspartkinase und Homoserindehydrogenase wird 

3 0 durch die ebenfalls im Rahmen der Biosynthese des L- 

Isoleucins gebildeten Aminosaure L-Threonin feed back 
gehemmt, wahrend das fiir die L-Isoleucinsynthese 
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spezifische Schliisselenzym Threonindehydratase durch 
das Endprodukt der Biosynthesekette L-Isoleucin feed 
back gehemmt wird. 



5 Zur Erhohung der L-Isoleucinbildung wurde in der Ver- 

gangenheit immer wieder versucht, Mutanten von L-Iso- 
leucin-Produzenten zu erhalten, die gegeniiber dem Wild- 
typen vermehrt L-Isoleucin bilden. 

10 Zur Gewinnung solcher Mutanten wurden ausschliefilich in 

vivo Mutagenesen durchgef iihrt , d.h. man lieft ein Mu- 
tagen auf das gesamte Genom einwirken. Uber die Resi- 
stenz gegeniiber Aminosaureanaloga wurden solche mutier- 
ten Mikroorganismen selektiert, deren oben erwahnte 

15 Schliisselenzyme keiner feed back Hemmung mehr unterla- 

gen. 

So wird beispielsweise eine Mutation, die zu Resistenz 
qegenuber a-Aminobutyrat oder Isoleucinhydroxamat 
20 f iihrt, in der US-PS 4 329 427 beschrieben, wonach 

Mikroorganismen zwar vermehrt L-Isoleucin produzierten, 
aber unklar blieb, welche Enzyme nicht mehr feed back 
gehemmt wurden. 

25 In den US-PS 4 442 208 und 4 601 983 wird beschrieben, 

dafl nach in vivo Mutagenese ein - nicht genauer defi- 
niertes - DNA-Fragment isoliert werden konnte, das Re- 
sistenz gegeniiber a-Aininohydroxyvaleriansaure vermit- 
telt. Nach Ubertragung dieses Fragments in einen 

30 Corynebacterium- bzw, Brevibacterium-Stamm produzierten 

diese vermehrt L-Isoleucin. 



35 



Auch sind Verfahren beschrieben, bei denen durch Uber- 
synthese noch feed back regulierter Schliisselenzyme 
vermehrt L-Isoleucin gebildet werden kann (vgl. bei- 
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spielsweise DE-OS 3 942 947, EP-OS 0 137 348). 

Insgesamt haben alle bisher beschriebenen Verfahren zur 
Erhohung der L-Isoleucinproduktion gemeinsam, daft Muta- 
5 tionen eher zufallig zu deregulierten Schliisselenzymen, 

die keiner feed back Hemmung mehr unterliegen, fiihrten 
und dariiber die Aminosauresynthese erhoht wurde. 

Es ist Aufgabe der Erfindung, Verfahren zur mikro- 
10 biellen Herstellung von L-Isoleucin zu schaffen, durch 

die durch definierte Mutationen das Schliisselenzym der 
L-Isoleucinbiosynthese - die Threonindehydratase - ge- 
zielt so verandert wird, daft eine feed back Hemmung 
durch L-Isoleucin nicht mehr erfolgt. 

15 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe wird dadurch 
gelost, daft in einem in vitro vorliegenden Gen einer 
Threonindehydratase durch Mutation in dem fur die 
allosterische DomSne des Enzyms kodierenden Genbereich 

20 ein oder mehrere Basen so ausgetauscht werden, daB 

mindestens eine Aminosaure in der Aminosauresequenz der 
allosterischen Domane des Enzyms durch eine andere so 
ersetzt wird, daft das Enzym nicht mehr durch L-Isoleu- 
cin feed back gehemmt wird. "In vitro vorliegendes Gen M 
25 bedeutet hier, daft das Threonindehydratasegen vor der 

Mutagenese kloniert, d.h. also isoliert und in einen 
Vektor eingebaut wird. Die Durchfiihrung der Mutagenese 
durch Basenaustausch(e) erfolgt nach bekannter Methode/ 
beispielsweise nach der Methode von Ito et al. (Gene 
102 (1991) 67-70). Nach Transformation derart mutierter 
Threonindehydratasegene in eine Threonin oder L-Isoleu- 
cin produzierende Wirtszelle bildet diese vermehrt L- 
Isoleucin. 



30 
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Prinzipiell kann ein kloniertes bzw. in vitro vorlie- 
gendes Threonindehydratasegen aus einem beliebigen Bak- 
terium stammen. Da Corynebacterium glutamicum zu den 
"klassischen" Aminosaureproduzenten zahlt, stammt das 
5 Gen vorzugsweise aus diesem Mikroorganismus , insbe- 

sondere aus dem Stamm ATCC 13032. Die DNA-Sequenz des 
Threonindehydratasegens aus diesem Corynebacterium 
glutamicum - Stamm ist bereits bekannt (vgl. Mockel et 
al., J. Bacteriol. 174 (1992) 8065-8072). Nach Basen- 

10 austausch in dem fur die allosterische Domane des 

Enzyms kodierenden Genbereich werden beispielsweise die 
in den Tabellen 1 bis 3 auf gef iihrten DNA-Sequenzen er- 
halten. In den Tabellen ist der fur die allosterische 
Domane des Enzyms kodierende Genbereich unterstrichen 

15 und sind die Stellen der Basenaustausche durch zusatz- 

liches Unterstreichen kenntlich gemacht. 

Nach Durchfiihrung der Mutagenese werden die in vitro 
mutierten Gene in ein Plasmid eingebaut, in dem die 

20 Ex pre ss ion d es Threonindehydr ataseg e ns induziert werden 

kann. Als Plasmide eignen sich beispielsweise pVC 19 
Oder pKK 223-3 (Amman et al., Gene 25, 167). Nach 
Einbau der mutierten Gene in ein geeignetes Plasmid 
werden diese in einen geeigneten Bakterienstamm 

} >5 transf ormiert . 

Urn diejenigen Klone zu erhalten, die die Plasmide mit 
den mutierten Threonindehydratasegenen auch tatsachlich 
enthalten, konnen die gewiinschten Transf ormanden nach 
0 der ublichen Methode iiber die Resistenz von Aminosaure- 

analoga isoliert werden, wobei als Analoga beispiels- 
weise J3-Methylnorleucin, Isoleucinhydroxamat oder 
Hydroxyisoleucin in Betracht kommen. 



WO 95/19442 



5 



PCT/DE95/00017 



Eine einfachere und gezieltere Isolierung wird aber da- 
durch erreicht, da£ die veranderten Threoninde- 
hydratasegene in einen Mikroorganismus transf ormiert 
werden , dessen Acetohydroxysauresynthase-Aktivitat 
5 durch L-Valin hemmbar ist. Als Transf ormanden eignen 

sich z.B. Escherichia coli K 12 -Stamme, vorzugsweise 
die Stamme JM 109 oder DH 5. Die Transf ormanden werden 
anschlieBend auf ein festes Medium gebracht, das L- 
Isoleucin zur Hemmung der Threonindehydratase und L- 

10 Valin zur Hemmung der Verstof fwechslung des Ketobuty- 

rats durch die Acetohydroxysauresynthase (Umbarger: 
Escherichia coli and Salmonella typhimurium, 1 (1987) 
352-367) enthalt. Dem Medium wird vorzugsweise zusatz- 
lich eine Substanz zur Induktion des Threoninde- 

15 hydratasegens sowie L-Threonin als Substrat fiir die 

Dehydratase zugegeben. Als Substanz zur Induktion des 
Threonindehydratasegens wird vorzugsweise IPTG 
( Isopropyl-fi-D-Thiogalactopyranosid) verwendet, so daJ3 
dem veranderten Threonindehydratasegen im Vektor ein 

20_ IRTG-induzierbarer Promotor_ vprgeschaltet ist. Solche 

Klone, die eine deregulierte Threonindehydratase ent- 
halten, setzen das L-Threonin ungehemmt in Ketobutyrat 
um. Da die weitere Umsetzung des Ketobutyrats durch 
Acetohydroxysauresynthase durch das zugegebene L-Valin 

25 gehenunt wird, akkumuliert Ketobutyrat, was zur Folge 

hat, dafi die eine deregulierte Threonindehydratase ent- 
haltenden Klone aufgrund der bekannten Toxizitat von 
Ketobutyrat (La Rossa und Schloss, J. Biol. Chem. 259 
(1984) 8753-8757) schlechter wachsen . Das schlechtere 

30 wachstum auBert sich in der Bildung kleinerer Kolonien, 

durchscheinenderer Kolonien oder von Kolonien mit zer- 
kluftetem KolonieumriJ3. Diese Kolonien konnen leicht 
abgeimpft und deshalb Klone mit deregulierter Dehydra- 
tase leicht isoliert werden. 
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Diese Isolierungsmethode ist selbstverstandlich auch 
bei solchen Transformanden anwendbar, die ein klonier- 
tes Threonindehydratesegen enthalten, welches durch an- 
dere Mutationsarten als durch Basenaustausche so ver- 
5 andert worden ist, dai3 das entsprechende Enzym keiner 

feed back Hemmung mehr unterliegt, 

Eine erf indungsgemafte Alternative zur Losung der ge- 
nannten Aufgabe besteht darin, daJ3 in einem in vitro 

10 vorliegenden Gen einer Threonindehydratase aus Coryne- 

bacterium glutamicum durch Basenaustausch auflerhalb des 
fiir die allosterische Domane des Enzyms kodierenden 
Genbereichs die Aminosaure Alanin in der Position 257 
der Aminosauresequenz des Enzyms durch die Aminosaure 

15 Glycin (Tabelle 4) Oder die Aminosaure Methionin in der 

Position 199 der Aminosauresequenz des Enzyms durch die 
Aminosaure Valin ersetzt wird (Tabelle 5), wonach nach 
Transformation derart mutierter Threonindehydratasegene 
in eine Threonin oder L-Isoleucin produzierende Wirts- 

2 0 zell e dies e vermehrt L -Isoleuci n bilde t. ; 

Eine weitere Alternative zur Losung der Aufgabe besteht 
darin, daB in einem Threonindehydratasegen aus Coryne- 
bacterium glutamicum durch Basenaustausch aui3erhalb des 

25 fiir die allosterische Domane des Enzyms kodierenden 

Genbereichs die Aminosaure Histidin in der Position 278 
der Aminosauresequenz des Enzyms durch die Aminosaure 
Arginin und innerhalb des fiir die allosterische Domane 
des Enzyms kodierenden Genbereichs die Aminosaure 

30 Leucin in der Position 351 der Aminosauresequenz des 

Enzyms durch die Aminosaure Serin ersetzt wird {Tabelle 
6), wonach nach Transformation eines derart mutierten 
Threonindehydratasegens in eine Threonin oder L-Isoleu- 
cin produzierende Wirts zelle diese ebenfalls vermehrt 

35 L-Isoleucin bildet. 
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Als Wirtszelle fur die Transformation eines mutierten 
Threonindehydratasegens bzw. als Produktionsstamirt 
eignet sich vorzugsweise Corynebacterium glutamicum und 
insbesondere der hinterlegte DSM-Stamm 8890. Als 
5 Transf ormanden sind beispielsweise die bei der DSM 

unter den Nummern 8889 und 8891 hinterlegten Stamme 
erhaltlich, welche vermeiirt L-Isoleucin ins 
Fermentationsmedium ausscheiden. Auch ist es niitzlich, 
als Produktionsstamme bzw. Wirtszellen fur die 
10 Transformation solche zu verwenden, die nicht mehr die 

noch durch L-Isoleucin regulierte Wildtyp-Threonin- 
dehydratase synthetisieren, so dafl in den Zellen nur 
noch deregulierte Threonindehydratase die Umsetzung von 
L-Threonin katalysiert. 
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Ausf tihrungsbeispiel : 

1. Hers tel lung mutierter Enzyme 

unterliegen. 
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5 l.l Selektion der gewiinschten Enzyme. 

Das bekannte Plasmid pBMl/ExoB, das die regulierte 
Threonindehydratase des Wildtyps von Cory ne bacterium glutamlcwn 
codiert (Mockel et al- J Bacterid 174(1992) 8065-8072), vrurde 
nach bekannten verfahren (Sambrook et al., Molecular Cloning, A 

10 Laboratory Handbook, 1989, Cold Spring Harbour Laboratory Press) 
isoliert. Es wurde anschliejSend mit dem Restriktionsenzym EcoRl 
verdaut und das 1573 Basenpaare grope, das Threonindehydratasegen 
enthaltende Fragment, isoliert. Diese Fragment wurde in die EcoRl 
Schnittstelle des bekannten Vektors pUC19 (Vieira and Messing, 

15 Gene 19 (1976) 259-268) ligiert, und dadurch das Plasmid pBM20 

erhalten (Figur 2), in dem nun das Threonindehydratasegen aus C. 
glutamicum, das selbst in E. coll nicht exprimiert wird (Cordes et 
al . , Gene 112 ( 1992) 113-116), in dem Standard-Labors tamm coll 
JM109 unter Kontrolle des durch Isopropyl-D-thiogalactopyranosid 

20 induzierbaren lacZ Promoters des Ursprungsvektors pUC19 vorliegt. 
Zur Einfuhrung der ungerichteten Mutationen in die 
allosterische Domane der Threonindehydratase wurden in einer 
getrennten Prozedur auf bekannte Weise zwei DNA-Primer 
synthetisiert ; 

5 ' -Primer : rGCAGCTGACT TCCATGGG GCAAGA 
3 ' -Primer : CCAGTGCC AAGCTT GCATGC 
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Der 5'-Primer ist homolog zur Wcol-Schnittstelle (unterstrichen) 
im Threonindehydratasegen. Der 3 '-Primer ist homolog zur Hindlll 
Erkennungsstelle (unterstrichen) der Multiple-Cloning-Site des 
Ausgangsvektors pUC19. 
5 Mit beiden Primern wurde nun eine Polymerase-Kettenreaktion 

durchgefiihrt (Tindall und Kunkel, Biochemistry 27 (1988) 6008- 
6013), in der durch die unspezif ische Reaktion der Tag Polymerase 
(Leung et al.. Technique 1 (1989) 11-15) neue DNA-Fragmente die 
Mutationen enthalten entstehen, Der Reaktionsansatz enthielt in 
10 einem Endvolumen von 100 ul: 20 ul 5'-Primer (25 ug/ml ) , 20 ul 3'- 
Primer (25 Mg/ml), 1 ng Template ( pBM2 0 ) , 100 uM ATP , 100 mM dNTP 
Mix, 10 ul Taq lOxPuffer (100 mM Tris, 15 mM MgCl2, 500 mM KC1, 
Gelatine 1 mg/ml , pH8,3), 0,5 U Taq Polymerase (5U/ul), 0,5 mM 
MnCl2- Als Reaktionsbedingungen wurde ein Time Delay File von 94 
15 °C (3 min), Thermo Cycle File von 94 °C ( 1 min) , 55 °C (2 min), 72 
°C (3 min), Soak File 4 °C, Segment Extension 10 sec, mit einer 
- Anzahl von 30 Zyklen eingestellt. Nach der Reaktion, wurden die 
DNA-Fragmente aufgereinigt ( Sambrook et al . , Molecular Cloning, A 
Laboratory Handbook, 1989, Cold Spring Harbour Laboratory Press), 
20 mit Ncol und Hindlll verdaut und mit pBM20 ligiert, aus dem zuvor 
das entsprechende 74 3 Basenpaare Ncol-Hindl I I -Fragment 
ausgeschnitten worden war welches fur die allosterische Domane der 
Wildtyp-Threonindehydratase kodiert. 

Mit diesen in vitro erzeugten Ligationsprodukten, die auch 
25 mutierte Threonindehydratasegene enthielten wurde nun E. coli 

JM109 nach bekanntem Verfahren trans formiert (Hanahan, Techniques 
for Transformation of E. coli (1985) DNA cloning, Volume 1 , pp 
109-136, IRL Press Oxford), und etwa 10 000 Plasmid enthaltende 
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Klone auf Luria-Bertani Medium (Lennox, Virology 1 (1955) 190- 
206)), das 50 \ig/ml Ampicillin enthielt erhalten. 

Urn nun die Klone zu identif izieren die fur eine nicht mehr feed 
back hemmbare Threonindehydratase kodieren wurde Luria-Bertani 
5 Medium herges tell t, das zusHtzlich 40 mM L-Threonin als Substrat 
der Threonindehydratase enthielt/ sowie 1 mM Isopropyl-p-D- 
thiogalactopyranosid zur Induktion der lacZ bedingten Expression 
oes Threonindehydratasegens * Wie bekannt, ent^alt das Luria 
Bertani Medium bereits ausreichend L-Valin zur Hemmung der 

10 Acetohydroxysaresynthaseaktivitat in E.coli (Umbarger, 

Biosynthesis of branched-chain amino acids (1987) Escherichia coli 
and Salmonella typhimurium Vol 1, pp 352-367, American Society for 
Microbiology, Washington DC) urn somit in dem hier beschriebenen 
Verfahren eine moglichst hohe Akkumulation von a-Ketobutyrat zu 

15 erreichen. Neben dem Luria-Bertani Medium, das Threonin und 

Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid enthielt, wurde zur Kontrolle 
das gleiche Medium ohne Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid 
hergestellt, wo also keine Induktion der Threonindehydratase 
erfolgt. Anschliepend wurden die Klone von E. coli JM109 die die 

20 zu priifenden pBM20 Derivate enthielten auf diese Platten in 
konventioneller Weise gestempelt und 24 Stunden bei 37 °C 
inkubiert. Danach konnten auf dem Medium welches Isopropyl-p-D- 
thiogalactopyranosid enhielt 60 abnorm wachsende Kolonien 
identif iziert werden, die sich durch geringeres Wachstum, oder 

25 blassere Kolonie, oder zerkliifteten Kolonierand auszeichneten, 
aber auf dem Kontrollmediura ohne Isopropyl-p-D- 

thiogalactopyranosid normal wuchsen. Diese Klone wurden einzeln 
einem identischen Nachtest unterzogen, und schliefilich 6 der Klone 
mit ausgepragtester Wachstumsverzogerung einem biochemischen Test 
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zur Charakterisierung der Regulation der sie enthaltenden 
Threonindehydratasen unterzogen. 



5 1.2 Charakterisierung der Hemmung der Enzyme. 

Sechs der so erhaltenen rekombinanten Klone von £\ coll JM109 
wurden in 100 ml LB Fliissigmedium, das zusatzlich 50 pig 
Ampicillin/ml enthielt beimpft, und bei 37 °C inkubiert. Die 

10 optische Dichte (ODgoOnm) w ^rde verfolgt, und bei Erreichen der 0 
von 0,5/ Isopropyl-P-D-thiogalactopyranosid in einer 
Endkonzentration von 0,5 mM zugegeben. Nach Inkubation fur eine 
weitere Stunde bei 37 °C wurden die Zellen durch Zentrif ugation 
geerntet, einmal mit Puffer pH 7,0 (0,1 M Kaliumphosphat , 0.5 mM 

15 L-Isoleucin r 0,2 mM Pyridoxalphosphat ) gewaschen, in 1 ml des 

gleichen Puffers auf genommen, und durch Ultraschallbehandlung im 
Branson-Sonif ier W250 (3 Minuten, gepulst mit einem Ihtervall von 
20%, Leistungs-output von 2) desintegriert . Zur Abtrennung der 
Zelltrummer wurde das Homogenat 10 Minuten bei 13000 UpM und 4 °C 

20 in einer Sigma Kiihlzentrif uge zentrif ugiert , und danach der 
resultierende klare Uberstand (Rohextrakt) im Enzymtest zur 
Bestimmung der Threonindehydrataseaktivitat und -regulation 
benutzt. 

Der Enzymtest enthielt in einem Endvolumen von 0,8 ml, 0,1 M 
25 Kaliumphosphat (pH 8,2), 1 mM Pyridoxalphosphat, 40 mM L-Threonin 
und Rohextrakt. Der Ansatz wurde bei 30 °C inkubiert und 200 ul 
Proben nach 0 und 30 Minuten entnommen. Die 

Threonindehydratasereaktion wurde jeweils durch Zugabe von 1 ml 
Reagenz beendet , Dies bestand aus 1 g Semicarbazid plus 0,9 g 
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Natriumcetat in 100 ml Wasser. Nach 15 miniitiger Inkubation bei 30 
°C wurde 3 ml Wasser dazugegeben, und die Extinktion bei 254 nm im 
Zeiss Spektralphotomer PMS bstimmt. Kontrollen und Eichwerte mit 0 
bis 1,5 umol Ketobutyrat wurden identisch behandelt, und aus einer 
5 Eichkurve die tatsachlich im Enzymtest gebildete durch die 

Threonindehydratase gebildete Ketobutyratmenge ermittelt. Parallel 
wurden identische Ansatze durchgefuhrt f die zur Priifung auf 
Hemmung der Threonindehydratase 5 mM L-Isoieucin enthielten. 
Unabhangig von dieser Bestimmung wurde wie beschrieben (Bradford, 
10 Anal Biochem 72 (1976) 248-254) der Proteingehalt der Rohextrakte 
bestimmt. Die erhaltenen spezifischen Aktivitaten und der Grad der 
Hemmung sind aus Tabelle 7 ersichtlich. 
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Tabelle 7: Charakterisierung mutierter Threonindehydratasen und 
deren Hemmbarkeit durch L-Isoleucin. 



Klon sp.A. Threonindehydratase 

(umol/min mg Protein) 

- He + 5 mM lie 

Wildtyp 1,561 0,240 

38 1,771 1,907 

16 0,412 0,251 

31 1,932 0,590 

50 0,220 0,132 

54 0,28 0,136 

14 1,708 1,989 



Es ist direkt ersichtlich, dap die mutierten Enzyme 38 und 14 ohne 
jede allosterische Hemmung durch L-Isoleucin sind. Das Enzym der 
Mutante 31 weist in Anwesenheit von L-Isoleucin noch 30 % 
Restaktivitat auf, wogegen das Enzym des Wildtyps unter diesen 
Bedingungen nur noch 15 % Restaktivitat hat: 

1-3 Charakterisierung des Mutationsortes der Enzyme. 

2ur Bestimmung der Mutationen in den hergestellten Enzymen wurden 
die fiir Threonindehydratase kodierenden Plasmide aus den E. cali 
JM109 Klonen nach Standardverf ahren isoliert. Die Sequenzierung 
der mutierten Region des Threonindehydratasegens erfolgte mit 
Hilfe der Didesoxynukleot id-Terminationsmethode nach Sanger et al, 
(Sanger et 1., Proceedings of the National Academy of Sciences, 
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USA (1977) 5463-5467). Als Primer wurden Fluoreszein markierte 
seguenzspezif ische Nukleotide nach der entsprechenden 
Firmenvorschrif t von Pharmacia synthetisiert (Pharmacia, l/ppsala, 
Schweden) . Diese Primer wurden mittels 
5 Hochdruckf lussigchromatograf ie mit einem Gradienten von 5 - 30 % 
Acetonitril in 100 mM Triethylaminacetat pH 7,0 und der Pharmacia 
SuperPac R Pep-S, 5 um gereinigt. Die Primer wurden in einer 
Standard-Sequenzierungsreaktion eingesetzt und wahrend der 
Elektrophorese die Reaktionsprodukte durch Fluoreszdetektion auf 
10 dem A.L.F. Sequencer (Pharmacia, Uppsala, Sweden) und automatisch 
detektiert und die resultierende Sequenz auf gezeichnet . 

Fur die Sequenzierung verwendete Primer. Die Position der fiasen 
bezieht sich auf die Sequenz in Fig. 3 in Meckel et al. J 
15 Bacteriol 174 (1992) 8065-8072. 

Base 957-958: 5 ' Fluoreszein-d ( GGTCAGGGCACCGTGGCTGCTG ) -3 " 
Base 1172-1191: 5' Fluoreszein-d ( GGAGACTGTTGATCCCTTTG ) - 3 * 
Base 1381-1400: 5' Fl uores ze in-d ( CCTTTGCACCTGGTTCTGTC ) - 3 * 
20 Base 1586-1607: 5 ' Fluoreszein-d (CCTCAAGCGCAACAACCGTGAG) -3" 

Die dadurch f estgestellte Sequenz der einzelnen 
Threonindehydratasegene wurde mit der bekannten des Wildtypgens 
25 (Mockel et al. J Bacteriol 174(1992) 8065-8072) verglichen. Die 
einzelnen Basenaustausche der biochemisch charakterisierten 
Threonindehydratasegene sind in Tabelle 8 wiedergegeben. Die 
veranderten Codons wurden in die entsprechenden Aminos auren anhand 
des universellen genetischen Codes iibersetzt und die somit 
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f estgestellten Aminosaureaustausche, die zu veranderter Regulation 
der Threonindehydrase fiihren, ebenfalls in Tabelle 8 aufgefuhrt. 
Es wurden Mutationen mit dereguliertem Phanotyp iiber den gesamten 
Bereich, der zur Mutation eingeset2t wurde, erhalten. In Mutante 
14 liegt eine Doppelmutation vor, was zeigt, dap auch mehrere 
Aminosaureaustausche in einem Enzym zum gewiinschten deregulierten 
Phanotyp fiihren kdnnen. 



10 



Tabelle 8: Genetische Charakterisierung der Threonindehydratasen 
mit veranderter a llosterischer Regulation. 



15 



20 



Mutante Wukleotidauschtausch 



Aminosaureaustausch 



Position Wildtyp Mutante Position Wildtyp Mutante 



38 


1398 


GTC 


GCC 


323 


Val 


Ala 


16 


1559 


GAT 


GGT 


377 


Asp 


Gly 


31 


1579 


TTT 


TGT 


383 


Phe 


Cys 


50 


1200 


GCA 


GGA 


257 


Ala 


Gly 


54 


1026 


ATG 


GTG 


199 


Met 


Val 


14 


1264 


CAC 


CGC 


278 


His 


Arg 




1483 


TTG 


TCG 


351 


Leu 


Ser 
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2. Bestimmung der isoleucinausscheidung durch deregulierte Enzyme. 

Die gewonnenen Allele wurden in E. coli/C glutamicum shuttle 
Vektoren umkloniert um sie so in einem Threoninproduzenten von C. 
5 glutamicum expriraieren zu konnen. 

Dazu wurde zunachst der E. coli/C. glutamicum shuttle Vektor 
pKWO nach bekannten Klonierungsverf ahren (Sambrook et al . , 
Molecular Cloning, A Laboratory Handbook, 1989, Cold Spring 
Harbour Laboratory Press) hergestellt. Der resultierende Vektor 

10 ist in Figur 3 dargestellt. Er ist 9.5 kb gro0, und enthalt (i) 
das C. glutamicum Replicon pGA2 (Sonnen, Molekulargenetische 
Charakterisierung von Phagen-Wirt-Beziehungen bei corynef ormen 
Aroinosaure-Produzenten, Dissertation, Technische Hochschule 
Darmstadt, 1991), das zu nur niedriger Kopienzahl in C. glutamicum 

15 fuhrt, (ii) das E. coli Replikon aus p0U71 (Larsen et al . , Gene 28 
(1984) 45-54), das zu einer Kopie/Zelle bei 30 °C fuhrt, aber bis 
zu 1000 Kopien/Zelle bei 42 °C, (iii) der Tetracyclinresistenz aus 
pHY163 (Ishiwa and Shibahara, Jpn J Genet 60 (1985) 485-498)), und 
(iv) der cos-site aus pBTI-1 (Boehringer, Mannheim)- Die ilvA 

20 Allele 14, 16 und 18, sowie das Wildtypallel wurden aus den unter 
1.1 hergestellten pBM20 Derivaten als £coRI-Fragmente isoliert, 
und mit dem EcoRI restringierten Vektor pKWO ligiert, um pKWOiiWl, 
pKW0iJvA14, pKW0iivA16, und pKW0iivA38 zu ergeben. Mit diese 
Plasmiden wurde mittels Elektroporation (Liebl et al., FEMS 

25 Microbiol Lett 65 (1985) 299-304) der Threoninproduzent MH20- 

22B: :pSUR5-DRl (Reinscheid et al . , Appl Env Microbiol (1994), in 
press) trans formiert. MH20-22B ist bei der Deutschen Sammlung fur 
Mikroorganismen unter der Nummer DSM 6870 hinterlegt, sowie MH20- 
22B: :pSUR5-DRl (DSM 8890) und MH20-22B: :pSUR5-DRl pKW0iJvA16 (DSM 



WO 95/19442 



PCT/DE95/00017 



10 



17 



8889) . Diese Stamme wurden in dem Minimalmedium CGXII wle 
beschrieben kultiviert (Keilhauer et al . f J Bacteriol 175 (1993) 
5595-5603), und nach 72 stiindiger Inkubation die im Kulturmedium 
akkumulierten Aminosauren bestimmt. Aus der Tabelle 9 geht die 
eindeutige Steigerung der L-Isoleucinbildung durch die 
Mutantenallele hervor. 



Tabelle 9: Einflu0 der Expression der Allele der Mutanten 38, 14 
und 16 aul die Aminosaureproduktion mit C. gJutamicum. 



Stamro Thr L.ys lie 



(mM) 


MH20- 


22B 








0 


76 


J 


MH20- 


22B: 


:pSUR5 


-DR1 




36 


26 


16 


MH20- 


22B: 


:pSUR5 


-DR1 


pKWO ii vA 


14 


26 


AO 


MH20- 


22B: 


:pSUR5 


-DR1 


pKWOilvAll 


0 


24 


55 


MH20- 


22B: 


:pSUR5 


-~drT 


"plWOilvAlb 


0 


22 


50 


MH20- 


22B: 


:pSUR5 


-DR1 


pKW0iiW*38 


0 


20 


53 



15 



20 



In einem weiteren Experiment wurde das Wijdtypallel und das der 
Mutante 38 in den high copy Pendelvektor pECM3 ( A . Schafer, 
^ Diplomarbeit , 1991, Universitat Bielefeld) integriert. Die 

Fragmente wurden wiederum aus den unter 1.1 hergestellten pBM20 
Derivaten als EcoRI -Fragmente isoliert, und mit dem EcoRI 
restringierten Vektor ligiert, um pECMiiivA und pECM3iJv^38 zu 
ergeben. Mit diese Plasmiden wurde mittels Elektroporation (Liebl 
et al., FEMS Microbiol Lett 65 (1985) 299-304) der 



30 
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Threoninproduzent MH20-22B: : pSUR5-DRl (Reinscheid et al., Appl Env 
Microbiol (1994), in press) transf ormiert . MH20-22B ist bei der 
Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen unter der Nummer DSM 6870 
hinterlegt, sowie MH20-22B: :pSUR5-DRl (DSM 8890) und MH20- 
5 22B: :pSUR5-DRl pECH3ilvA38 (DSM 8891). Diese Stamme wurden in dem 
MH20-22B-Minimalmedium (Schrumpf et al . Appl Microbiol Biotechnol 
37 (1992) 566-571) wie beschrieben kultiviert, und nach 72 
stundiger Inkubation die im Kulturmedium akkumulierten Aminosauren 
bestimmt. Aus der Tabelle 10 geht wiederum die eindeutige 
Steigerung der L-Isoleucinbildung durch das jeweilige 
Mutantenallel hervor. 



10 



Tabelle 10: Einflup der Expression des Allels der Mutante 38 , auf 
15 die Aminosaureproduktion mit C glutamicum. 



Stamm Thr Lys lie 

(mM) 



MH20-22B 0 158 2 

20 MH20-22B: :pSUR5-DRl 53 61 29 

MH20-22B: :pSUR5-DRl pECM3i!vA 0 55 88 

MH20-22B: :pSUR5-DRl pECM3iiWi38 0 59 125 
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Tabelle 1 

Mutante 38 

CGCCATJGciGAGCATTGAGCJGCCTICAGAGCTGCCIGtt^ 100 



GnCTCTGAGAGnGTGTCAGTCCGTCAGACGACTGAK 200 



CTTCGACGCAAAGACAAAAnTTTCTCCTGGCAATAAATA^ 300 



(£AAAGT&TAGTGCOKAACCACAGTAnGtt^ 400 

Hindtl ....... 

CAAllClAGGAGAAGATlACACTAGlCAACCATGAG1GAAACA7ACGlG7CTGAGfcAAAGTCCAGGAGTGA7GGClAGCGGAGCGGAGCTD/*TTCGlGCC SOO 

ftSflYVSCKSPGVMASCA ClIRA 23 



GCCCACATTCAAACGGCGCA^GCACGAATTTCCICCGICMIGCAC^ 600 
AOIQIAQARISSV-IAPTPLOVCPRISICTGAII 5G 



fcCCTlAAGCMGAGGATCTGCAGGATGnCCnCCTACMGATCCGM 700 

YLKRfOtQDVRSTKlRGALMSGAOSPOCOROAGJ 90 

BstEll ....... 

CGTTGCCGCATnGCAGGTAAaATGCCCAGC€CGTGCCCTATGTCT(XAAGTCmCGGCCTTCAGGGACGCA7CT 600 

VAASACHHAQGVAYVCKSLCVQGRIYVPVQIPK 123 



tAAAAGCGTGACCGCATCATCGnCACGCCCXAGAGTm^ 900 

QKR. DRIHVHGGEFVSIVVTCKNFOEASAAAHED 1S6 

Bglll 

CAGAGCGCACCGGCGCAACGtTGATCGAGCCTnCGATGCTCGCAACA^ TCAC TTC 1000 

AERTGATL I CPFDARNTV IGQGTVAAC I LSQLTS 190 

CATGGGCAAWGTGCA<MTC^GTGATGGTTCCAGTCG<£GGT 1100 

MGKSAOHVHVPVGGGGLLAGVVSYHAOKAPRI A 223 



ATCGTOGTATttAACCAG^GACtAKATCCATGCAGGCTGCAT 1200 

IVG1EPAGAASHQAAIHNGGP1TLETV0PFV0G 256 

II- • • • * * * * 

CAGAGGTCAAACGTGTCGGAGATCTCAACTACACCATCGTGOtG^ 1300 

AEVKRVGDLMYTrVEKNQGRVHHHSATEGAVCTC 290 



MTtXTCGAKnTACCAAAXGAACCMTXATK^^ 1400 
HLOIYQNCG I lAtPACALSlAGLKEHSFAPGS _A_ 323 



GTG6TGTGCMCATCTCTGWGCCMCAACGATGTGCTGCGTTATG 1*00 
VVCllSGGNNOVlRYAEIACRSLVHRGLKi'ri l 356 



CcoRV. ..... 

TGAACTTCCCGCAAAAGCC TGGTCAG TTGCGTC ACT7CCTGGAAGATATCC TGGGACCGGATG ATGACAT CACGCTGT T TGAG TACC 1 CAAGCGCAACAA 1600 
VNFPQKPCQLRHFLEDl LGPOOOI TLfEYLKRHN 390 



CCGTCAGACCGGTACTGCCnCGTG&TATK^^ 1700 
RCTG1ALVG I IIISEASGIDSLLERMEE S A ] D S R -a?3 



CGCCTCGAGCCGCGCAC1CCTGAGTACCAATACTIGACCTAAACATACC iCAAGGCCACCTCAAl CGAGGTGGCCTTT T TCI AG 1 T T CGGG1 CAGGAICG 1600 
RLCPG1PEYCYIT* 436 



CAAAG<!CCCACGGCTGAAGGGTTGlGGAGGTGTCCGTGACGCTGGCGGAA\jTGAAGCTGTAMTCAGCT^ 1900 
EcoRl 

GGAGAAATTCGCCAGAATTCGGCCG 



ERSATZBLATT 
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Tabelle 2 
Mutante 16 

CCCCATTCCTGACCATTGACCICCCTTCACACCTCCCTCGCCACGTTrCCnTCCATCGAClCGATTICCATCATCATCMCW 100 



GTTGTC1GAGAGCTGTGKAG1KG1CAGAGGACTGAGCC1GGGCM 200 



CTTCC^CCAAAGACAAAACTTnCTCCTGGCMTAAATATGCGGATTTACTATCGAM 300 



GGAAAGT6TACTGCCACAACCACAGTATIGm «00 

Hindi 1 ...... 

CAAnCTAGGAGAAGAnACACTAGTCAACCATGAGfGAAACATACGTGTCTGAGAAAAGT^ 500 

MSEl.YVSEKSPGVHASCACllftA 23 



GCCGACAT TCAAACGGCGCAGGCACGAATTTCCTCCG 7CATT GCACCAAC TCCATTGC AGTAT1 GCCCTCG T C T T IC TGAGGAAACCGGAGCGGAAA 1 C I 600 
ADIQ 7AQARISSVIAPTPIQYCPRLSCCTGACI 56 



ACCnAAKGTGAGGATCTGCAGGATGnCGTTCCTACAAGATCCrcGGTCCGCTGAA^ 700 

YLKREDIQDVRSYK1 RGALHSGAQSPQCQROAG! 90 

BstEll • ...... 

CGT7GCCGCATCTGCAGGTAACCATGCCCAGGGCGTGGCCTATGTGTGCAAGTCC 600 

VAASAGKHAQGVAYVC KSLCVQGR 1 Y V P V Q T P K 123 



CAAAAttGTG^GtATCAiGGTTCAtGGtCGAt^^ 900 

QKRORIHVHGGEFVSLVVTGHMFOEASAAAHfD 156 

figlll 

CAGAGCGCACCGCCGCAACGOGATCGAGCCTTTCGATGCTCGtAACACCGTCATCGGTCAGGGCA^ 1000 

AER1GAT11EPFDARKTV1GQGTVAAE11SQLTS 190 



CATGGGCAAG^KAGATCtf GTGATGGTTCCAGTCGCC^ 1 100 

MGICSAOHVMVPVGGGGLLAGVVSYhAOHAPRTA 223 



ATCGTTG£TATCGAACCAGCG£GAfiCAG 1700 

tVGIEPAGAASNQAALNMGGPlTLETVOPFVDG 256 

CACAGGTCAAACGTGTCGGAGATCTCAACTACACCATCa 1300 

AEVKRVGOLRYT IVEKN QGRVKHttSATECAVCTC 290 



CAlGnCGATCTTTACCAAAACGAAGGCATCATCGCGGA^^^ MOO 
HIDI YQMECI IAEPAGALS lAGlKEMSFAPGSV 323 



GTGG1CTGCA7CA7CTCTGCTGGCAA£AACGATO 1500 
VVCI 1 SGGNNOVLRYAE lAERSLVHRGlKMYFi 3S6 



EcoRV. 

TGAaTTTCXCGCAAMGCCTGGTC^TTCCCT TCAAGCGCAACAA 1 GOO 

VNFPQKPGQlRNFLEO I L G - P JL D D I TLFETlKftBN 390 



CCCTGAGACCGGTACTKGTTGGTGCGTATTCACnGACTCA^ I CCCG X 1 700 

RETCTALVGIHLSC. ASGLOSLLERHECSAlDSft 423 



CGCCTCCAGCCGCGCACTCCTGACtACGAATACTTCACCTAAACATAGcfCAAGGCCACn 1BO0 
RLEPCTPEYEVLT* «3G 



CAAAGCCCCAXGGCTGAAGKTTCTGGAGG^^ 1900 
EcoR] 

GGaGAAATTCGCCAGAATTCGGCCG 



ERSATZBLATT 
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Tabelle 3 

Mutante 31 

CKCATTGClCAGCATI(WwicTGCCTTCACACCTKCTCCCCACCTTTCCTTTCCATC(^TCCAnK 100 

GTTGTCTWCAGCrGTGTCACTGCCTCAG 200 

CTTC<^GCAAAGACAAAACTmCTCCTGC^ 300 

GGAAAGTGTAGTGCCACAACCACAGTAT TGGCTAGAAAACAATCT ATAGCAT'T GTTCT ACAAAGAGCnGTTGGAAAT AAAACCT AT, GCCAAAGTAGGTG 400 

Hindi] ....... 

CMTTClAGGAGAAGAlTACACIAGTCAACCATGttlGAAACAIACGTGTCTGAG^ 500 

HSCTYVSEKSPGVMASGArilRA 23 

GCCGACATICAAATGGCGCAGGCACGAATTTCCTCCCTCA^ 600 

ADlOTAQARiSSVIAPTPLQYCPRLSCtTGAEI 56 

ACCTT AAGCG T6ACGATCTGCAG6ATGTTCGT FCC T ACAAGATCCGCGGTGCGC TGAACTCTGGAGCGCAGTCACCCCAAGAGC AGCGCGA1 GCAGGTAT 700 

YlKREDLQDVRSYKlftGALHSGAOSPQCQROAGl 90 

BslEU 

CGnGttG<*TCTGCAGGTAACCATGCCCA£GGCGTGGCCTATCTCIG 600 

VAASACHHAQCVAYVCKSLGVQGR I YVPVQTPK 123 

CAAAAGCGTG^GOaCATCGTTCACGGCGGAGAGnTG^^ 900 

QKR.OR I HVHGGC FVSIVVTGNH F D E ASAAAHED 156 

Bg) 1 1 

CAGJtfCKACCGGCKAACGCTGATCGAGCCTTTCGATttTC 1000 

AEftTGATLlEPFOARHTV IGQGTVAAEItSQLTS 190 

CATGGGtAAGAGTGOlGATCACG TGATGG TTCCAGTCGGCGGTGGCGGACnCTTGCAGGTGT GGTOUiCTACATGGCTGATATGGCACCTCGCACTGCG 1 100 

HGKSAOKVHVPVGGGGLLAGVVSYKADHAPRTA 223 

~ ATC(rrTGGTATCGAWXAG^&AGGAGOkTCCATGCAG£CT« 1200 

tVGIEPAGAASHQAAlHNGGPlTLCTVOPfVDG 2S6 

« &q! 1 1 # ■ • * * « * 

CAGAGGTCAAACGTGTCGGAGATC TCAACTACACCATCCTGGAGAAGAACCAGGGTCGCGTGCACATGATGAGCCC GACCGAGGGCGC TGTGTGTAC TGA 1300 

AEVKRVGOLHYTlVEKNQGRVHnHSATCGAVCTE 290 

GATGCTCGATCTTTACCAAAACGAAGGCATCATCCCGGACCCTGCTGGCG*^ T TGCACCTGGTTCTGTC 1400 

ML0LYQHEG1 1AEPAGA151AGIKEH5FAPCSV 323 



GTGGTCTGCAtCATCTCTGGlGGOMCAACGATGTGCTGCCTTATCCGGAMTCCCTGAGCGCTCmGG 1S00 

VVCI ISCCflHOVLRYAElAERSlVllRGLKHY ri 356 

TGMCnCCCGCAAAACCCTGGTCAGTTWGTCACTTtt CAACCGCAACAA 1600 

VflFPqKPGQLRHflEO ILCPOOOITLXEYLKRHN 390 



CCGTGAGACCOTACTGCGITGGTGGGTATTU^nGAGlGMGCATCAGGATTGGATTCTTTGC 1700 
RETGTALVG t HISEASGLDSLLERMEESAIOSR 423 



CGCCTCGAGCCGGGCAC1CCTGAGIACGMTAnTGACClAAACATAG£TGAAGGCCACCTCMTCGAGGTGGCCTTTUCTAGl TICGGGTCAGGATCG 1800 
RLEPCTPEYEYLT* 436 



CAAAGCCCCACGGCTCMGGGTTCTCGAGGTGTCGGTGACGGTGCGGGAAGTCAAGCTG1AMTCAGC1CGCCGCCAAGCGGGACGGIGA1GGTGTCGTC 1900 
EcoRl 

GGAGAAATTCCCCACAAT TCGGCCG 



ERSATZBLATI 
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Tabelle 4 
Mutante 50 

CCCCATICCT<yXCATTGACCTGCCTlCAGAGCTCC^^ 100 

GTTGTClCAGAGCTCTGICAClCCGlCAGAGCACTCAGa^ TGC ICTAACAAGGGTCAAAGTA 200 

CTTCGACGCAAAGACAAAACTTnCTCCTCGCAATAMTAT^ 300 

GCAAAGTGTAGTGCCACAACCACAGTATTGGCTAGAAAACMTCTATAGCAT TGTTCTACAAAGAGCTTGTTGGAAAI AAAACC TATCCCAAAGIAGCTC 400 

Hindi J ...... 

CAATTCTAGGAGMGAT1ACACTAGTCMCCATGAGTGAAACATACGTGTCTGAGAAAAGTCCAGGAGTGATGGCIAGCGGAGCGGAGCTGATTCGTGCC 500 

MSCTYVSEKSPGVhASG AltJRA 23 

GCCGACATTcWcCGCCCAGGCACGAATnCCTCCGTCAnGCAXCAACTCMnG«GT^ 600 

.AOlQlAOARISSVIAPTPLQYCPRLSrilGACI 5G 

ACCTTAAGCGTGAGGATCTGCAGGATGTTCGTTC^ 7O 0 

YIKREOLQOVRSYK 1 R G A L NSGA OSt'QCQKDAC I 90 

BstEl! . . . . 

CGTTGCCGCATCTGC^GTAACCATCCCCAGGGCGTCGCCTATGTGTGCAAXTCCTTGGGCGnCAGGGACGCATCT ATG T T CCT GTGCAGACT CCAAAG 600 

VAASAGHHAQCVAYVCKSLGVQGR1 YVPVQTPK 123 

CAAAAGCGTGACCGCATCATGGnCACGGOiGAGAGTTTGTCTCC^ TTCGACGAAGCAT CGGC TGCAGCGCATGAAGATG 900 

QKRDRlMVHGGEFVSLVVTGNHFDEASAAAtl EO 1S6 

60 1 1 ] 

CAGAGCa^aXttAACGCTttTC<^ttmCCATCnCG^ i 000 

AERTGATL I EPFOARHTVIGQGTVAAE! LSQLT S 190 

CATCGGCAAGAGTGCAGATCACGTGATGGTTCCAGTCGGC^ j 100 

MGKSA0HVMVPVGGGGLLAGVV5YMADMAPRTA 223 



~ATCGTTGGTATCGAACCAGtGGGAGCAGCATCCATCCAGGCTGCAn onn 

I VGIEPAGAASHQAALHNGGPI TLET VDPFVDC 256 

BgUl ........ 

GAGAGGTCAAAXGTGTOXAGATCTCAACTACACCA^ IACTGA 1300 

JLEVKR.V.CDLHYT 1 VEKHQGRVHHMSATCCAVC TE 29D 

GATGC7CGATC TTt ACCAAA^GMGGC ATC ATCGCGGAGCCTGGTGGCGCCCTGTCTATCGCTGGGTTG^GGAMTGTCC T H GCACCTGGT TCTCTC 1400 

ttLDLYOHECIIAEPAGALSlAGLKEMSrAPCSV 323 



GTCGTGTGCATCATClCTCCTGGCAACAACCATGTGCTGCGnAm^ 1S0Q 

VVC1 ISGGKKDVLRVAEIAERSLVHRClKIltfL 356 

EcoftV. 

TGAACTTCCCCCAAAAGCCTGGTC AGTTGCGTCAC T TCCTGGAAGATATCCTGGGACCGGATGATGACATCACGCTGn TC AC TACC TCAAGCGCAACAA 1600 

VHFPQKPG0LRHFLE011GP0D0ITLFEYLKRHM 390 

CCCTGAGACttGTACTGCGTTGGTGCGTAnCAn^ I700 

RETGTALVCIHLSEASCL0SLLERMCC5AI0SR 423 



eGCCTCCACCCCCCCACTCCTCACTACGAATACn^^ iRnn 
RLtPGTPEYEYLT- J 3G 

caaagccccacggctgmgggtigtggaggtgtcggtgacWgggggaactga^ 1900 

Ecoftl 

ggacaaat joctx. agaai tccgctg 
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Tabelle 5 



Mutante 54 

CCCCATICCTCAKATTCAiCCICCCTrCACACCrCCCTCCCCACCTTICCTnCCATCCACTGCA?TICU 100 



CTTCTCTCAGAGCTCJCTCACICCCTCA(UcCACTCACCCrGa;CAACTCCAC7CAACACC(^AATCCC/^ACCC^ 200 



CTTCGACGCAAaGACAaWiT1TC1CCTGGCM1AAA1ATGCCGATTTAC1A7GGAAACA^^ 300 



GGAAAGTCTAGTGCCACAkcACAGTATTCCCTACAAAAC^ 400 

Hindi! ....... 

CAATTCTAGGAGAAGATTACAClAGTCMCCAIGAGTGAMCATACGTGTCTGAGAAAAGTCCAGGAGTGATGGCTAGCGGAGCGGAGCIGAUCGTCCC 500 

HSETYVSCKSPGVHASCA ( I I K A ?J 



GCCGACA1 TC AAACGGCGCaCCCACGAAT 7 TCC TC CG TC ATTCCACCAACTCCATT GCAGTAT I GCCC 1 CG TC1 1 1 C TGAGGAAAC CCGAGCGGAAA 1 C T 600 
AOIQlAQARlSSVIAPTPLOYCPRlSrClGALI 5G 



ACCHMttGlUMAinGCAGWTGnCCTTCCTACAA ; 0 0 
YlKftCDIQDVRSYKI RGAINSG AQS PQE 0 R D A G 1 90 

BstE 1 ) • • - . , 

CCTTCXCGCA1CTGCAGG7AACCATGCCCA&&GC 800 
VAASAGWHAQCVAYVCKSLGVQGR1YVPVQTPK123 



CAAAAGCGTGACCGttTCATGGT TCACGGCGGAGAGH^ GCAGCGCATGAAGATG 900 

QKftOftlMVHGGErVSlVVTGHNFOCASAAAIlCO 150 

Bglll 

CAGAGCGCACCGCCGCAACGCTGATCGAGCCTnCWTGrrCGCAACACnrrCATCW TGTCGCAGCTGACTTC 1 000 

AERTGAT.l I EPPOARKTVIGQCTVAAE I L S Q L T S 190 



CATGGGCAAGAGTGCAGATCACG TGGTGC nCCAGTCGGCMTCGCGGACTTCTC T CGCACTCCC* 1100 

NGKSADHVJLVPVGGGGILAGVVSYMAOHAPRTA 223 



ATCGT TCGTATCCAACtAGCGGGAGCAGCATCtATG^ ACGCCG 1200 

IVGIEPAGAASKQAALHNGGP ITlt lVDP FVDC 256 

Bgtll ........ 

CAWGGrCAAACCTGTCGGAGATCTCAACTACACOUtCTCGAGW 1300 

AEVKR VGOL NYT I VEKNQGRVHHHSATC G A V C 1 E 290 



GATCCTCCATCTTTACCAAAACGAAGGCATCATCGCGGM^ IGGT 1CTGIC 1 400 

HLDLYQHEG1 1AEPAGALSJAGIKCHSF APGSV 323 



GTGCTGTCCATCATCTCTGG1GGCAACAACGAT jiOO 
VVC1 ISGGUflOVLRYAClACRSLVIIRGlKHYrL 356 



EcoRV. 

TGAACTTCCCGCAAAAGCCTCGTCAGTTtK^ J600 
V«FPQKPG0LRHFLE01LGP00017irEYLKR«N 390 



ccg7Gagaccggtacigcg7tggigggtattcaciygagtgaagcatcaggatiggattcttigcicgaa^gtatgga^ fcccct i ;oo 

RE1G7ALVG1HLSEASCLOSLLERMEESAIDSR 423 



CCCCTCGAGCCGGGCACTCOCAGTACCAMACnGACClAAA 1B00 
RLEPGTPCYEYLT* 43 0 



CAAAGCCCCACCGC TGAAGCG T TC TGGAGG T G T CGG TGACGC TGGGGGAAGTGAAGC TC 1 AAATCAGC TCGCCGCCAAGC GGGACGG TGAl CCTGTCG10 1900 
EcoRl 

CGAGAAATTCGCCAGAATTCGCCCG 
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Tabelle 6 
Mutante 14 

CCCCAnCCTGACCATTGAGCTCCCTTCAGAGClCCC^ 100 

GTTGTCTGAGAGCTGTGTCAGIGCCTCAGAGGACIG^ 200 

CTTCGACGCaWaCAAAACTTTTCTCCTGGCAATAAAW 300 

GGAAAGTGTA^TGCCACAACCACAGTAnGGCTAGAAAACMTCTATACCATTCTTCTAC 400 

Hindi I ... 

CAATTCTAGGAGAAGAT'IACACTAGTCAACCATGAGTGAAACATACGTGTCTGAGAAAAGTCCAGGAGTGAIGGCIAGCCGAGCGCAGCICATICGTGCC 500 

H5CTYVS£KSrGVMASGA tLIFA 23 

GCCGACAT 1 CAAACGGCGC AGGC AC GAATT TCCTCCG TCAT TGC ACCAAC TCCAT TGCAGl AT1GCCCTCGK1 nClCAGGAAACCCGAGCGCAAATCT COO 

AOJOlAOARlSSVIAPTPLQYCPRlStrTC ACI 56 

ACCnAAGCGTGAGGATCIGCAGGATGTTCCTTCCTAC^ 700 

YLKRCOLOOVRSYKIRGAlHSGAOSPOrOROACl 90 

BstEII - ■ * . . 

CGTTGCCGCATCTGCAGGTMCCATGCCCAGCCCGTGGCCTATGTGTGCAAGTCCTTGGGCGTTCAGGCACGCAICTA1GTTCC1GTGCAGACTCCAAAG 800 

VAASACKHAQGVAYVCKSLCVQGRIYVPVQTPK 123 

CAAAAGCGTG^CGCATCATGCTTCACGGCGGAGAGmGTCTCCnCGTGGTCACTGtt 900 

QKRORIHVHGGEFVSIVVTGMHFOIASAAAHEO 156 

Bglll 

CAGAGCaACCMCGCAACGCTGATCCAGCCmCGATCCTCGCAAXACCCTCATCCCTCAK XOOO 

AERTCATL1EPFDARKTV1GQGTVAAE I I S Q I T S 190 

WT(^CMGMTCCAGATCACGTWTGGTTCCAGTCGGCGGTCGCC(^ 1100 

HGKSADHVHVPVGGGGLLACVVSYHAOHAPRTA 223 

ATCGTTGGTAI CGAACCACCGGCAGCAGCATCXATGCAGGCrGCATTGCACAATGG TGGACCAATCACTTT GGAGACTG TTGATCCCT TTG TGGACGGCG 1200 

IVG1 EPAGAASHQAALHHGCP I T LCTVDPFVDG 256 

BqI II* • • - • 

CAGAGGTCAAACCTGTCGGAGATCTCAArrACACCATCCTGGAGAAGAACC AGGGTCGCGIGCGCAT GATGAGCGCGACCCAGGGC GC TGTGTG TACTGA 1300 

AEVKRVGOtHYT IVEKttQGRV HMSATECAVCTE 290 



GATGCTCGATCTnACCAAAAtCAACGOlTCATKCCGAGCCTGC^ HOO 

MLDIYQHEC I lAEPACAlSlAGlKCHSF APGSV 323 

GTGGTGTGCMCATCTCTGC^GGtAACAAC^TGIGCTGCGTTAT 1500 

VVC 11 SGGHRDVLRYAE IAE RSLVHRG_S_KHYri 356 



EcoRV. ..... 

TGAACTTCCCGCAAAAGtCTGClCAGTTGCGTCACTTC 1600 
VNFPQKPGQLRH FLE011GP0001 TlfEYlKRNIl 390 



CCGTGAGACCGGTACrGCGTTGGTGGGTATTCACTTGAGTGAAGCATCAGGATTGGATTCTI TGCTGGAACGTA1 GGAGCAATCGGC AATTCATTCCCGT 1 700 
RETGTALVGtHlSEASGlDSLLERflEESAIOSR -123 



CGCCTCGAGCCGGGCACTCCTGAGTACGAATACTTGACCTAAACATAGCTGAAGGCCACCTCAATCGAGGTGGCCTTTTKTAGtTTCGGGICAGGAJCG 1800 
RLEPGTPEYEYLT* 43G 



CAAAGCCCCAMGCTGAAGGCTTGTCCAGGTGTCGGTCACCCT^ 1900 
EcoRI 

CGAGAAATTCGCCAGAATTCGGCCG 
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Patentanspriiche 
1 . 

5 



10 



15 



2. Verfahren nach Anspruch 1, 
20 dadurch gekennzeichnet, 

daft das fur die Mutagenese in vitro vorliegende 
Threonindehydratasegen aus Corynebacterium 
glutamicum stanont. 

25 3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, 
daft zur Isolierung von Klonen mit deregulierter , 
d.h. keiner feed back Hemmung durch L-Isoleucin 
unterliegender Threonindehydratase die durch Mu- 

30 tation veranderten Threonindehydratasegene in 

einen Mikroorganismus trans formiert werden , des- 
sen Acetohydroxysauresynthase-Aktivitat durch 



Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von L- 
Isoleucin, bei dem in einem in vitro vorliegenden 
Gen einer - an der mikrobiellen Synthese des L- 
Isoleucins als Schliisselenzym beteiligten - 
Threonindehydratase durch Mutation in dem fur die 
allosterische Domane des Enzyms kodierenden Gen- 
bereich ein oder mehrere Basen so ausgetauscht 
werden ,■ daft mindestens eine Aminosaure in der 
Aminosauresequenz der allosterischen Domane des 
Enzyms durch eine andere so ersetzt wird, daft das 
Enzym nicht mehr durch L-lsoleucin feed back ge- 
hemmt wird, wonach nach Transformation derart 
mutierter Threonindehydratasegene in eine 
Threonin oder L-Isoleucin produzierende 
Wirtszel le diese vermehrt L - 1 s bTeu cTn ~bi~Id e t . 
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L-Valin hemmbar ist, wonach nach Wachstum der 
Trans formand en auf L-Isoleucin und L-Valin ent- 
haltendem festen Medium die eine deregulierte 
Threonindehydratase enthaltenden Klone durch 
5 Abimpfen von Kolonien mit durch Akkumulation von 

Ketobutyrat bewirkter, veranderter Morphologie 
erhalten werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 3/ 

10 dadurch gekennzeichnet, 

dafl das Medium zusatzlich eine Substanz zur In- 
duktion des Threonindehydratasegens enthalt. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, 

15 dadurch gekennzeichnet, 

da/3 die Substanz zur Induktion des Threonindehy- 
dratasegens IPTG ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 5, 
20 dadurch gekennzeichnet, 

daB das Medium zusatzlich L-Threonin als Substrat 
fur die Threonindehydratase enthalt. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 6, 
25 dadurch gekennzeichnet, 

daB die durch Mutation veranderten Threonindehy- 
dratasegene nach Escherichia coli K 12 transfor- 
miert werden. 

30 8, Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von L- 

Isoleucin, bei dem in einem in vitro vorliegenden 
Gen einer - an der mikrobiellen Synthese des L- 
Isoleucins als Schliisselenzym beteiligten - 
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Threonindehydratase aus Corynebacterium 
glutamicum durch Basenaustausch aufierhalb des fiir 
die allosterische Domane des Enzyms kodierenden 
Genbereichs die AminosSure Alanin in der Position 
5 257 der Aminosauresequenz des Enzyms durch die 

Aminosaure Glycin (Tabelle 4) Oder die Aminosaure 
Methionin in der Position 199 der Aminosaure- 
sequenz des Enzyms durch die Aminosaure Valin 
ersetzt wird (Tabelle 5), wonach nach Trans- 
it) formation derart mutierter Threonindehydra- 

tasegene in eine Threonin oder L-Isoleucin 
produzierende Wirtszelle diese vermehrt L- 
Isoleucin bildet. 

15 £)• Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von L- 

Isoleucin, bei dem in einem in vitro vorliegenden 
Gen einer - an der mikrobiellen Synthese des L- 
. ___I.soleucins_al.s_Schl.ii.s.s.e.l.en2ym_he.teiligten - 
Threonindehydratase aus Corynebacterium 

20 glutamicum durch Basenaustausch auiierhalb des fiir 

die allosterische DomSne des Enzyms kodierenden 
Genbereichs die Aminosaure Histidin in der 
Position 278 der Aminosauresequenz des Enzyms 
durch die Aminosaure Arginin und innerhalb des 

25 fiir die allosterische Domane des Enzyms 

kodierenden Genbereichs die Aminosaure Leucin in 
der Position 351 der Aminosauresequenz des Enzyms 
durch die Aminosaure Serin ersetzt wird (Tabelle 
6), wonach nach Transformation eines derart 

3 0 mutierten Threonindehydratasegens in eine 

Threonin Oder L-Isoleucin produzierende Wirts- 
zelle diese vermehrt L-Isoleucin bildet. 
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Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, 
daJ3 die Wirtszelle fiir die Transformation eines 
mutierten Threonindehydratasegens Corynebacteriura 
glutamicum ist. 

Threonindehydratasegen mit einem durch ein Oder 
mehrere Basenaustausche beliebig veranderten, fiir 
die allosterische Domane der Threonindehydratase 
kodierenden Genbereich. 

Threonindehydratasegen nach Anspruch 11 mit der 
DNA-Sequenz gemafl einer der Tabellen 1 bis 3, 
wobei die Tabellen 1 bis 3 Bestandteile dieses 
Anspruches sind. 

Threonindehydratasegen mit der DNA-Sequenz gemafl 
einer der Tabellen 4 bis 6, wobei die Tabellen 4 
bis 6 Bestandteile dieses Anspruches sind. 

Genstruktur, enthaltend ein Gen nach einem der 
Anspriiche 11 bis 13. 

Vektor, enthaltend eine Genstruktur nach 
Anspruch 14. 

Vektor nach Anspruch 15 mit einem dem Gen vorge- 
schalteten, duirch IPTG induzierbaren Promotor. 

Trans formierte Zelle, enthaltend eine Genstruktur 
nach Anspruch 14. 
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Transf ormierte Zelle, enthaltend einen Vektor 
nach Anspruch 15. 

Transf ormierte Zelle, enthaltend einen Vektor 
nach Anspruch 16. 

Transf ormierte Zelle nach Anspruch 18 oder 19 mit 
durch L-Valin hemmbarer Acetohydroxysauresyn- 
thase-Aktivitat . 

Transf ormierte Zelle nach Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet, 
dafl sie Escherichia coli K 12 ist . 

Transf ormierte Zelle nach Anspruch 17 oder 18, 
dadurch gekennzeichnet, 
daJ5 sie Corynebacterium glutamicum ist. 

Transf ormierte Zelle nach Anspruch 17, 18 oder 22 
dadurch gekennzeichnet, 
dafl sie nicht mehr die Wildtyp-Threonindehydra- 
tase synthetisiert . 
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FIG. 2 
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